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(54) Title: METHOD FOR DETECTING A NUCLEOTIDE SEQUENCE BY SANDWICH HYBRIDIZATION 

(54)Titre: PROCEDE DE DETECTION D UNE SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE SELON LA TECHNIQUE D'HYBRI 
DATION SANDWICH 

(57) Abstract 

A method for detecting a single-stranded nucleotide sequence in a sample which is known or thought to contain it, using 
sandwich hybridization comprising the step of incubating the sample with a capture probe which is passively fixed to a solid sup- 
port and with a detector probe which is labelled with a non-radioactive marker. The capture and detector probes can hybridize 
with two non-overlapping regions respectively of the target nucleotide sequence being sought. The incubation step is followed b> 
a washing step for removing reagents which have not been fixed by hybridization. The method is characterized in that the capture 
probe contains 9-30 nucleotides and is fixed to said solid support which is made of a material based on a hydrophobic com- 
pound. The method can be used particularly for diagnosing infectious or genetic diseases and for cell typing. 



(57)Abregfc 

Procede de detection d'une sequence nucleotidique simple brin dans un echantillon la contenant ou susceptible de la conte- 
nd selon la technique d'hybridation sandwich comportant une etape d'incubation de l'echantillon avec une sonde de capture 
fixle de facon passive sur un support solide et une sonde de detection marquee avec un marqueur non radioactif, les sondes de 
capture et de detection etant capables d'hybridation, respectivement, avec deux regions non chevauchantes de la sequence nucleo- 
tidique-cible recherchee, et 1'etape d'incubation etant suivie d'une etape de lavage pour eliminer les reactifs non fixes par hybnda- 
tion caracterise par le fait que la sonde de capture contient de 9 a 30 nucleotides et est fixee sur ledit support solide constitue pai 
un materiau k base d'un compose hydrophobe. Application notamment au diagnostic des maladies mfectieuses on genetiques am- 
si qu'au typage cellulaire. 
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Procede de detection djune sequence nucleotidi que selon 
la technique d 1 hybridatio n sandwich 

La presente invention a pour objet un procede de detection 
d'une sequence nucleotidique simple brin dans un echantillon la 
contenant ou susceptible de la contenir, selon la technique 
d 1 hybridation sandwich. Ce precede est applicable notamment au 
diagnostic des maladies infectieuses ou genetiques, ainsi qu f au 

typage cellulaire . 

On sait que l'une des propriet£s caracteristiques des 
acides nucleiques est la possibility d'interagir avec une sequence 
complementaire par 1 » intermediaire de liaisons hydrogene et de former 
ainsi un hybride stable selon les lois d 1 appariement A-T et G-C. 

Un acide nucleique peut done etre utilise comme sonde pour 
mettre en evidence, dans un echantillon, une sequence nucleique 
(appelee "cible") contenant une sequence complementaire de celle de 
la sonde. Le marquage de 1' hybride forme entre la cible et la sonde 
permet la detection et la quantification de la cible dans 
1' echantillon. Cette technique a ete utilisee par SOUTHERN E.M. pour 
l'analyse de fragments d'ADN apres separation par gel 
d'electrophorese : J. Mol. Biol 98,503 (1975). 

Une modification de cette technique, qui presente 
notamment l'avantage de ne pas necessiter la purification de 
1* echantillon contenant la cible, consiste a utiliser un protocole 
dit "sandwich". Une premiere sonde nucleotidique (sonde de capture) 
fixee sur un support solide sert a capter le gene ou le fragment de 
gene a detecter dans 1' echantillon. Une deuxieme sonde (sonde de 
detection), complementaire d'une autre region de la cible permet la. 
detection par 1» intermediaire d'un marqueur tel qu'un marqueur 
radioactif ; voir par exemple DUNN A.R. et HASSEL J. A., Cell, 12, 23, 
(1977) ; RANKI M. et al., Gene, 21,77 (1983) ; PALVA A. et al., FEMS 
Microbiol. Lett. 23,83 (1984) ; POLSKY-CYNKIN R. et al., Clin. Chem. 

31, 1438 (1985). 

La mSthode d' hybridation sandwich peut etre realisee en 

ajoutant en une seule etape 1' echantillon a analyser et la sonde de 
detection dans un conteneur ou se trouve la sonde de capture fixee 
sur le support. II s'agit dans ce cas dela methode d' hybridation 
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sandwich dite ''simultaree" ; voir par exemple les articles de RANKI 
et al., PALVA et al., POL SKY -CYNKIK et al. , deja cites. 

La technique d f hybridation sandwich peut egalement etre 
effectuee en deux etapes ; voir par exemple LANGDALE J. A, et al. , 
Gene 36 201 (1985) et ZOLG J.W. et al. , Mol. Biochem. Parasitol, 
22,145 (1987). 

Pour permettre 1' utilisation de ces techniques 
d f hybridation dans des essais de routine, il est necessaire de 
s 1 af f ranchir du marquage radioactif de la sonde de detection. On a 
propose dans ce but divers systemes faisant appel par exemple a un 
haptene reconnu par un anticorps, ou par une proteine affine. On a 
propose en particulier diverses methodes de marquage d T ADN ou d'ARN 
par la biotine ou ses derives ; voir notamment les demandes de brevet 
europeen 0285057, 0285058, 0286898 et 0097373 ; FORSTER et al. , 
Nucleic Acid Res. 13,745 (1985) ; CHOLLET A. et KAWASHIMA E.H. , 
Nucleic Acid Res. 13,1529 (1985) ; CHIN B.C. et al., Nucleic Acid 
Res. 11,6513 (1983) ; COCUZZA A. J. , Tetrahedron Lett. 30,6287 (1989). 
Toutefois, les systemes de detection utilisant des methodes de 
marquage non radioactif manquent encore de sensibilite ; voir par 
exemple ZOLG et al., article cite. 

Par ailleurs, le diagnostic des maladies genetiques, le 
typage cellulaire et meme dans certains cas l f identification de virus 
mutants necessitent la detection de mutations ponctuelles dans le 
genome. Dans de tels cas, la mise au point de sondes de capture 
suf fisamment sensibles pour detecter une mutation ponctuelle dans la 
region de la cible complement aire de la sequence de la sonde de 
capture, est difficile. Les systemes de sondes commercialises 
actuellement pour realiser ce type de detection sont peu pratiques 
car chaque systeme commercial doit etre mis en oeuvre a une 
temperature donnee qui varie avec le systeme utilise, ce qui empeche 
de faire des determinations variees en operant sur des appareils 
automat iques travaillant a une temperature unique. 

La presente invention a pour objet un procede de detection 
de sequences nucleiques, selon la technique d 'hybridation sandwich, 
ayant une sensibilite suffisante pour permettre 1 'utilisation d'une 
sonde de detection non radioactive. Cela est rendu possible grace a 
1 T utilisation de sondes de capture de tres courte taille dont on a 
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decouvert qu'elles conferent au test sandwich une grande specif icite 
tout en conservant une bonne sensibilite, et qu'elles permettent de 
detecter et de differentier des sequences homologues a un nucleotide 
pres. L f utilisation d f oligo-nucleotides de courte taille facilite la 
construction des sondes en grande quantite avec un rendement 
acceptable, et permet de disposer d*un grand eventail de 
selectivites. Cela est particulierement utile dans le cas du typage 
HLA ou les mutations- definissant le type cellulaire sont localisees 
sur de courtes portions du gene. 

• On a en outre decouvert qu f il est possible de realiser 
l 1 adsorption passive directe, sur un support polymere tel que le 
polystyrene, de sondes oligo-nucleotidiques de tres courte taille 
(jusqu'a un minimum de 11 nucleotides), ainsi que la fixation passive 
de sondes encore plus courtes (jusqu'a un minimum de 9 nucleotides) 
par l f intermediaire d'une proteine a laquelle la sonde est liee de 
facon covalente. II s f agit d'un resultat surprenant puisque jusqu'a 
present, on utilisait generalement , comme sondes de capture, des 
sequences comportant plus de 100 bases (generalement plusieurs 
centaines de bases) , et aussi puisque les sequences 
oligo-nucleotidiques (dT) ne se f ixent pas de f apon passive 
(c f est-a-dire par adsorption) sur le polystyrene ; voir LACY M.J. et 
VOSS E.W., J. of Immunol. Methods, 116, 87-98 (1989). D f autres 
auteurs cherchaient a favoriser la fixation de la sonde de capture en 
saturant le support de polystyrene avec du poly(dT)^ Q00 et en 
couplant la sonde de capture, comportant plusieurs dizaines de bases, 
a une "queue" de poly(dA) ayant de 30 a plus de 100 motifs ; voir 
MORRIS SEY D.V. et COLLINS M.L. , Molecular and Cellular Probes, 3, 1 
89-207 (1989). Selon l f experience de la demanderesse, la saturation 
du support solide par du poly(dT) n f ameliore pas la detection. 

En outre, grace a 1' utilisation de sondes de courte taille 
procurant une sensibilite accrue, le procede de l f invention permet de 
choisir a volonte une temperature de travail predeterminee, et de 
construire dans chaque cas des sondes de longueur adaptee pour 
pouvoir effectuer les determinations des cibles les plus diverses a 
une mime temperature de travail predeterminee. On congoit aisement la 
simplification de procedure et les possibilites d 1 automatisation qui 
en resultent. 
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La presente invention a done pour objet un proced£ de 
detection d f une sequence nucleotidique simple brin dans un 
echantillon la contenant ou susceptible de la contenir, selon la 
technique d f hybridation sandwich avec une sonde de capture fixee de 
facon passive sur un support solide et une sonde de detection marquee 
avec un marqueur non radioactif , les sondes de capture et de 
detection etant capables d f hybridation, respect ivement , avec deux 
regions non chevauchantes de la sequence nucleotidique-cible 
recherchee, caracterise par le fait que la sonde de capture, 
contenant de 9 a 30 nucleotides, notamment de 9 a 25 nucleotides, et 
en particulier de 9 a 20 nucleotides, est fixee de fagon passive sur 
ledit support . solide qui est realise en materiau hydrophobe. 

Lorsque la sonde de capture contient au mo ins 11 
nucleotides, il est generalement possible de la fixer de facon non 
specif ique (c 1 est— a-dire par adsorption) sur le support, generalement 
realise en polymere hydrophobe tel que le polystyrene ou un 
copolymere a base de styrene, notamment un copolymere butadiene- 
styrene ou analogue. Panni les copolymeres de styrene, on citera ceux 
qui contiennent au mo ins 10% en poids de motifs styrene, et en 
particulier ceux qui contiennent au moins 30%, en poids, de motifs 
styrene. Le materiau const ituant le support solide utilise selon 
l r invention peut en outre etre constitue d'un melange de polystyrene 
et/ou de copolymere de styrene (en particulier butadiene-styrene) 
avec un autre polymere permettant notamment d'ameliorer les 
proprietes du support solide (proprietes mecaniques, transparence, 
etc ...). Ledit autre polymere est par exemple un polymere 
styrene-acrylonitrile, styrene-methacrylate de methyle, un 
polypropylene, un polycarbonate ou analogue. Le melange de polymer es 
constituant le support solide contient alors au moins 10 % en poids, 
et de preference au moins 30 % en poids, de motifs styrene. On peut 
utiliser comme support solide un support conique commercialise par 
VXTEK (USA) et realise avec le materiau copolymere butadiene-styrene 
tel que celui vendu sous la denomination commerciale K-Resin. 

II est egalemeiit possible et, lorsque la sonde de capture 
est tres courte (en particulier avec moins de 11 nucleotides), il 
devient meme necessaire, de mettre en oeuvre des moyens permettant 
d f ameliorer la fixation de la sonde de capture sur le support solide. 
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Comme indique pre c^d eminent , - on peut par exemple lier la sonde de 
capture, de facon c.ovalente, selon des methodes connues en soi, a 
une proteine qui se fixe elle-meme de facon passive sur le support 
(realise avec les materiaux deja cites). Bien entendu, la proteine 
favorisant la fixation de la sonde de capture ne doit pas interferer 
avec la detection ; par exemple, lorsque la sonde de detection est 
marquee avec une enzyme, la proteine fixde sur le support solide ne 
doit pas avoir d'activite enzytnatique interf erente. Parmi les 
proteines que I'on peut utiliser pour la fixation passive indirecte 
de la sonde de capture sur le support, on peut citer l f albumine de 
mainmifere (par exemple l T albumine bovine) ou une toxine proteique 
bacterienne telle que la toxine t6tanique. De preference, on choisira 
une proteine et/ou une methode de couplage permettant de fixer une ou 
.deux molecules de la sonde de capture par molecule de proteine. 

Le couplage entre 1 1 oligo-nucleotide et la proteine peut 
etre realise par exemple par 1* intermediaire d f un bras alkylene ayant 
3 a 12 atomes de carbone, qui peut etre ajoute a l'extremite 5 f de 
l 1 oligo-nucleotide constituant la sonde de capture, lors de la 
synthese automatique. Ce bras porte une fonction amine primaire qui, 

« 

apres activation, grace a un agent de couplage homobif onctionnel. 
comme le DITC(phenyleme-l ,4-diisothiocyanate) , le DSS(disuccinimidyl 
suberate) ou le DIBS(acide U ,4 1 -diisothiocyano stilbene 
2,2 f -disulfonique) , permet le greffage sur les fonctions NH 2 
portees par les lysines de I'albumine. Le conjugue est purifie par 
chromatographie liquide haute performance sur une colonne echangeuse 
d f ions. On a constate que la fixation passive de la sonde de capture 
par l f intermediaire d'une proteine, comme indique ci-dessus, est tres 
avantageuse, notamment car elle fournit des r6sultats ayant un degre 
eleve de reproductibilite. 

La sonde de detection peut elle-meme etre une sonde 
courte, contenant de 9 a 30 nucleotides. Toutefois, pour assurer la 
specificite desiree, la sonde de detection contient de preference au 
moins 15 nucleotides, par exemple de 15 a 30 nucleotides, lorsque la 
sonde de capture est tres courte et contient en particulier moins de 
15 nucleotides. La sonde de detection est couplee de facon covalente 
a un marqueur non radioactif, par exemple une enzyme. Le couplage 
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covalent est effectue selon les methodes connues, en part i culier par 
la methode decrite ci-dessus pour le couplage entre 1 f oligonucleotide 
constituant la sonde de capture et une proteine. On peut utiliser 
comme marqueur enzymatique notamment une peroxydase telle que la 
peroxydase de raifort, une phosphatase alcaline, une phosphatase 
acide, la beta-galactosidase, la glucose oxydase, etc. 

Bien entendu, pour construire les sondes de capture et de 
detection, il est necessaire de connaitre la sequence ou une partie 
de la sequence de la cible, ou de connaitre la sequence ou une partie 
• de la sequence de la proteine codee par la cible. On peut alors 
synthetiser les oligo-nucleotides constituant les sondes avec un 
appareil de synthese automatique d T ADN tel que les modeles 380 et 381 
commercialises par APPLIED BIOSYSTEMS. 

Les sondes de capture et/ou de detection peuvent etre 
constitutes d f ADN ou d'ARN. 

En outre, les sondes utilisees selon 1* invention peuvent 
contenir ou etre const! tuees* par des alpha-nucleotides analogues des 
nucleotides naturels ; voir notamment le brevet frangais 2 607 507. 
Les alpha-nucleotides peuvent etre obtenus sur synthetiseurs 
automatiques. lis sont derivables aux extremites 3 1 ou 5 1 et se 
couplent aux proteines de la meme maniere que les 
beta-oligo-nucleotides. lis presentent l f avantage d T une bonne 
stabilite vis-a-vis des nucleases (voir THUONG N.T. et al., Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA, 84,5129 (1987). Les conjugues 

alpha-oligonucleotide-enzymes sont plus stables en solution que les 
analogues beta et permettent des conservations plus longues a des 
dilutions plus faibles. 

L f acide nucleique a detecter (cible) peut etre de l f ADN 
double brin, de l'ADN simple brin, un hybride ADN-ARN ou bien de 
l f ARN (ribosomal ou messager) . Bien entendu, dans le cas d'une cible 
nucleique a double brin, ou d T un hybride ADN-ARN, il convient de 
proceder a sa denaturation avant la mise en oeuvre du procede de 
detection par la technique d 'hybridation sandwich. L f ADN double brin 
peut lui-meme etre obtenu apres extraction, selon les methodes 
connues, des acides nucleiques d f un echantillon a examiner. Cette 
extraction peut etre faite par proteolyse de cellules suivie d T une 
extraction au phenol-chlorof orme (voir par exemple MANIATIS et Coll., 
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"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 

Laboratory, New-York (1982), ou plus directement par traitement 

alcalin en -presence de detergent et/ou par traitement aux ultra-sons, 

ou par tout autre procede liberant les acides nucleiques . en phase 

liquide. L f echantillon a traiter peut contenir un melange de 

cellules, bacteries, levures, virus ou autre micro-organismes. L'ADN 

double brin alnsi obtenu peut etre utilise directement, apres 

denaturation selon les techniques connues , ou bien peut etre utilise 

comme matrice pour 1 'amplification d f acides nucleiques afin d'obtenir 

des quantites suffisantes pour permettre la detection. 

Pour obtenir la forme simple brin a partir d T un hybride 

ARN-ADN ou d f un ADN double brin, on peut operer par denaturation 

physique, chimique ou enzymatique. Une des methodes physiques de 

* 

denaturation correspond a la separation des deux brins en chauffant 
l'hybride jusqu'a ce qu'il'soit totalement denature, par exemple a 
une temperature de 80 a 105 °C pendant quelques secondes a quelques 
minutes. La methode chimique de denaturation consist e par exemple a 
mettre en contact l 1 echantillon double brin avec une solution 0,2M 
d'hydroxyde de sodium pendant 10 minutes, ce traitement etant suivi 
d f une neutralisation par l T acide acetique a la meme concentration 
(0,2M) , jusqu'a obtention d'un pH compris entre 6 et 8. Une methode 
enzymatique de denaturation consiste en 1' utilisation d'une helicase. 
Les techniques d 'utilisation des helicases sont decrites notamment 
par RADDING, Ann. Rev. Genetics, 16, 405-437 (1982). D'autres enzymes 
ayant la meme fonction sont utilisables dans le meme but. 

Le procede de l f invention est de preference effectue selon 
la methode simultanee. 

Cette methode comprend : 

- la fixation passive de la sonde de capture 
oligonucleotidique sur le support solide, directement ou par 
I'intermediaire d T une proteine, comme indique precedeiranent ; on opere 
par mise en contact du support avec une solution aqueuse contenant la 
sonde ; 

- le rincage du support et le sechage eventuel pour sa 
conservation ; 

- la mise en contact simultanee du support ainsi obtenu 
avec une solution contenant 1 f echantillon a analyser et avec une 
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solution contenant la sonde de detection oligonucleotidique marquee, 
1 'echantillon et la sonde de detection pouvant etre ajoutes sous 
forme de melange ou separement ; 

- 1' incubation du melange obtenu ; 

- le ringage du support pour eliminer les constituent's non 
fixes sur le support par hybridation ; 

- et la detection qualitative ou quantitative a l f aide 
d'une reaction de revelation du marqueur fixe sur le support, par 
exemple par colorimetrie, fluorescence ou luminescence. 

On va donner ci-apres un mode de realisation particulier, 
non limitatif , de la mise en oeuvre du procede de l r invention. 

1. Fixation de la sonde_4g^ cjytujEg, 

La fixation de la sonde de capture est obtenue en deposant 
par exemple 100 ul dans chaque puits d f une plaque de microtitration 
d f une solution contenant de 0,1 ug/ml a 10 ug/ml d 'oligonucleotides 
de preference 1 ug/ml, sous la forme d'une solution dans un tampon 
PBS 3X (0,45 M NaCl, 0,15 M phosphate de sodium, pH 7,0). 

On laisse la plaque en contact avec la solution de sondes 
de capture pendant au mo ins 2 heures a 37°C, puis on la lave avec une 
solution de PBS IX (NaCl 150 mM, tampon phosphate de sodium 50 mM, pH 
7,0, contenant 0,5% de Tween 20). 

2. I ncubation sim ultanee des ec hanti llons et de la sonde 
de detection marquee 

Les echantillons (cible) sont deposes sur la plaque apres 
avoir subi si necessaire le traitement de denaturation ; sous la 
forme d'une solution dans le tampon PBS 3X contenant de 1'ADN 
heterologue, par exemple de 1'ADN de sperme de saumon a lOug/ml. 

La sonde marquee est diluee dans le tampon precedent a une 
concentration de 20 a 100 ug/ml. On depose 50 pi de cette solution 
dans le puits contenant la cible. 

La plaque de microtitration est alors incubee pendant un 
temps pouvant varier par exemple entre 30 et 120 minutes a la 
temperature choisie, par exemple 37°C ou moins longtemps si une 
faible sensibilite est requise. 

3. Lavage 

On effectue par exemple le lavage avec du tampon PBS IX 
contenant 0,5 % Tween 20 (Merk 82 21 84). 
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4 . Revelatio n enzypatiqu£ 

La revelation est effectuee avec le substrat correspondant 
a l f enzyme utilisee. Par exemple, on peut aj outer de l f orthophony lene 
diamine (OPD) dans le cas ou le marqueur est la peroxydase de raifort 
du paranitrophenylphosphate (PNPP) ou du methyl-5 umbelliferyl 
phosphate (MUP) dans le cas ou la marqueur est la phosphatase 
alcaline . 

Le temps de revelation du substrat est compris 

generalement entre I et 30 minutes apres quoi la reaction est stoppee 

par addition de NaOH IN dans le cas de la phosphatase alcaline, ou de 

H SO, IN dans le cas de la peroxydase de raifort, 
2 4 

On effectue la lecture sur un lecteur de microplaque©', a 
405 ran pour le PNPP, a 492 ran pour l'OPD et en fluorescence pour le 
MUP (excitation 340 nm, emission 460 ran) . 

On revient ci-apres sur les stades d 1 incubation et de 
lavage consecutif qui constituent des etapes-cles du procede 
d f hybridation sandwich. Ces operations d 1 incubation et de lavage sont 
chacune effectuees a une temperature constante comprise entre 20 et 
60°C, et de preference entre 25 et 40°C. L f un des avantages 
essentiels de l 1 utilisation de sondes courtes est de permettre la 
realisation de tests sandwich pour la detection de cibles differentes 
en operant, pour ces diverses determinations, a une temperature 
unique predetermines qui sera de preference 37 °C puisque tous les 
laboratoires d 1 analyses sont equ.ipes d'appareils thermostates regies 

a cette temperature. 

On sait que les hybrides d T ADN ont une temperature de 
dissociation qui depend du nombre de bases hybridees (la temperature - 
augment ant avec la taille de l f hybride) et qui depend egalement de la 
nature des bases hybridees et, pour chaque base hybridee, de la 
nature des bases adjacentes. 

La dissociation des hybrides se produit sur un intervalle 
de quelques °C et peut etre facilement determinee en spectroscopie UV 
: en effet, la densite optique de I'hybride est inferieure a celle 
des sequences monobrin correspondantes. II est done possible de 
determiner dans chaque cas une temperature de demi -dissociation 
caracteristique de l*hybride etudie. 
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La connaissance de l T entropie et de l'enthalpie de 
reaction permet d'ailleurs de calculer (loi de Vant f Hoff) la 
temperature de demi-dissociation d f un hybride donne dans des 
conditions standards (par exemple dans une solution de salinite 
correspondant a NaCl 1M) en fonction de la concentration totale en 
acide nucleique dans la solution ; voir par exemple Breslauer K.J, et 
al, PNAS, 83, 3476 (1986); RYCHLIK W. et RHOADS R.E., Nucl. Acid. 
Res. 17, 8543 (1989) ; et FREIER S.M. et al., PNAS 83, 9373, 1986. 

En pratique, il est toujours possible de determiner 
experimentalement la temperature de demi-dissociation de l f hybride 
forme par une sonde donnee avec la cible de sequence complementaire, 
par de simples experiences de routine. 

La temperature d 'hybridation du protocole sandwich 
(temperature d' incubation et/ou temperature de lavage) devra 
evidemment etre choisie en- dessous de la temperature de 
demi-dissociation, faute de quoi la cible ne s f hybriderait pas avec 
la sonde de capture et/ou de detection et les resultats du test 
seraient errones. 

II est bien entendu que les considerations presentes sur 
la temperature de demi-dissociation concernent 1' hybride le moins 
stable (c f est-a-dire celui ayant la temperature de demi-dissociation 
la plus basse) des deux hybrides que forme la cible avec d'une part 
la sonde de capture et d 1 autre part la sonde de detection. En effet, 
pour que le protocole sandwich puisse fonctionner correctement , il 
est evidemment necessaire dans le cas ou l f on recherche un resultat 
positif , que ces deux hybrides soient stables a la temperature a 
laquelle on opere. 

Une mutation ponctuelle entrainant un mesappariement 
portant sur une seule paire de bases dans 1' hybride, entralne une 
modification, gdneralement un abaissement, de la temperature de 
demi-dissociation. 

Un avantage essentiel resultant de 1 T utilisation de sondes 
courtes est qu f un tel mesappariement unique peut entraxner un 
abaissement relativement important de la temperature de 
demi-dissociation, de l'ordre de 2 a 4°C. Cela n'est pas le cas avec 
les sondes longues, ou un tel mesappariement unique n T entraine d'une 
tres faible variation de la temperature de demiT-dissociation. 



WO 91/19812 PCT/FR91/00468 



-11- 

* 

On a maintenant .decouvert qu'il est possible de tirer 
avantage de 1 'utilisation de sondes courtes pour effectuer des 
determinations selon le protocole sandwich a une temperature unique 
predeterminee, par exemple 37 °C comme indique ci-dessus. 

Dans ce qui suit, on va raisonner a titre d f exemple sur le 
cas, generalement prefere, oii c f est la sonde capture qui donne avec 
la cible recherchee un hybride mo ins stable que 1' hybride- cible-sonde 
de detection. Mais il est evident que l'on peut aussi adopter un 
systeme ou inversement, c f est l'hybride sonde de detect ion-cible qui 
est le moins stable (il suffirait de remplacer alors dans ce qui suit 
1' expression "sonde de capture" par "sonde donnant avec la cible 
l'hybride le moins stable" pour adapter le raisonnement au cas le 
plus general) • 

II faut bien entendu operer avec une sonde de capture (et 

une sonde de detection) suf fisannnent longue pour que la temperature 

de demi-dissociation soit superieure a la temperature choisie. Si 

l'on veut realiser un test tres sensible (en particulier un test 

sensible a une seule mutation), il conviendra d'utiliser une sonde de 

capture (et/ou une sonde de detection) ajustee, c' est-a-dire de 

longueur suf f isamment courte et de sequence telle que la temperature 

de demi-dissociation tie soit que tres peu superieure a la temperature 

d' hybridation predeterminee, l'ecart entre les deux temperatures 

etant par exemple de 1 a 3°C, car il convient de travailler alors a 

la temperature maximum admissible pour eviter des hybridations 

non-specifiques qui seraient possibles en adoptant une temperature 

trop basse par rapport a la temperature de dissociation de l f hybride 

parfaitement complement aire. En fait, l'ecart de temperature 

admissible peut etre determine dans chaque cas par de simples 

experiences de routine. 

Dans le cas qui vient d'etre indique, a la temperature 

d f hybridation fixee, seule une cible parfaitement homologue de la 
sonde de capture rest era fixee sur la sonde, tandis qu'une cible 
comportant une mutation ponctuelle dans la region complementaire de 

la sonde ne sera pas fixee. 

Dans la discussion precedente, on a sur tout mis l f accent 
sur le choix d f une sonde de capture qui est adaptee a la temperature 
d 'hybridation choisie principalement par des ajustements de la taille 
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de la sonde* Mais il est bien evident pour les specialistes qu'il est 
possible de jouer egalement sur le choix de la sequence de la sonde, 
puisque la temperature de demi-dissociation peut varier en fonction 
de la nature des bases impliquees dans la formation de l'hybride. II 
est egalement possible de jouer sur les conditions d 'hybridation, et 
en particulier sur la concentration saline de la solution 
d f incubation et/ou de la solution utilisee pour le lavage consecutif 
a 1* incubation. On sait en effet que l f augmentation de la 
concentration saline entraine une augmentation de la temperature de 
demi-dissociation. 

Dans la mise en oeuvre pratique du procede de l 1 invention, 
lorqu'on utilise une sonde de capture et/ou des conditions 
d f hybridation adaptees a la temperature predeterminee choisie, on 
pourra operer de deux faQons. 

Selon un premier mode d f execution, on effectue l'etape 
d 1 incubation a ladite temperature predeterminee et on effectue le 
lavage a ladite temperature- ou a une temperature inferieure. Ce mode 
d 1 execution est rendu possible puisqu f a la temperature a laquelle on 
opere, seule une cible parfaitement homologue de la sonde de capture 
a pu s f hybrider, de sorte qu f il n f y a pas de risque de fixation d'une 
cible non parfaitement homologue, meme si on effectue le lavage a une 
temperature inferieure a la temperature d f incubation. 

Selon un second mode d 1 execution, on effectue I'etape 
d 1 incubation a une temperature inferieure a ladite temperature 
predeterminee et on effectue le lavage a ladite temperature 
predeterminee. En effet, dans ce cas, e'est la temperature de lavage 
qui sera discriminante, et tout hybride eventuellement forme, a la 
temperature d f incubation, entre la sonde de capture et une cible non 
parfaitement homologue ne sera plus stable a la temperature de lavage 
et ne restera done pas fixe sur le support. 

Pour la detection d f une mutation ponctuelle, on peut 
operer de deux fagons : 

— soit la sonde de capture contient la mutation 
complementaire de la mutation recherchee, auquel cas seule la cible 
mutee s'hybridera dans les conditions du test d T hybridation ; 
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- soit la sonde de capture est parfaitement homologue de 
la sequence complementaire de la cible non mutee, auquel cas seules 
les cibles non mutees s ' hybrideront . 

Le precede de 1 T invention est applicable notamment : 

- a la detection de l'ADN ou de l f ARN messager des virus, 
ou de I 1 ARN des retrovirus ; 

- a la determination de l 1 ADN, de l f ARN messager ou 
ribosomal et des hybrides ADN c -ARN des bacteries, des parasites et 
des levures ; 

- et a la determination de l 1 ADN des vertebres , et en 
particulier chez l'homme pour effectuer le typage HLA ou pour 
detect er des maladies genetiques (myopathie, diabete, mucoviscidose , 

etc...). 

Les exemples suivants illustrent l f invention sans 
toutefois la limiter. 

Dans ces exemples, on a represents les sequences 
nucleotiques , selon la convention usuelle, avec l'extremite 5' a 
gauche . 

L 1 invention a egalement pour objet I'utilisation des 
sondes decrites dans les exemples pour la detection de la cible 
indiquee. II faut bien comprendre que les sondes mentionnees dans les 
exemples doivent etre considerees comme des sequences minimum pouvant 
etre allongees (dans les limites indiquees de 30, 25 ou 20 
nucleotides au maximum) par adjonction de nucleotides suplementaires 
qui sont bien entendu choisis pour que la sonde soit homologue de la 
cible dont la sequence est ici supposee connue. Les sondes 
mentionnees comme etant satisf aisant es dans les exemples permettent 
toutes d T operer a 37 °C. 

Dans les exemples pour lesquels on donne deux sequences 
pour la sonde de capture (ou pour la sonde de detection), cela 
signifie que l'on peut utiliser l f une des sondes ou les deux sondes. 
L'utilisation de deux sondes de capture et/ou de deux sondes de 
detection permet d f augmenter le signal lorsque les resultats ne sont 
pas satisf aisants avec une seule sonde. 

Les indications concernant les figures 1 et 2 annexees 
sont donnees respectivement aux exemples- 10 et 15. 
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EXEMPLE 1 

Preparation du phosphoramidite-bras pour I'addition d'un bras NH2 ©n 5' 
d'un oligonucleotide. 

21,0 g (0,2 mole) d'amino-5 p©ntanol-1 (Aldrich 12304-8) sont dissous 
dans 90 ml de THF et Ton ajoute 5,3 g da Na2C0 3 . Le melange est refroidi a 

- 5 0 C et Ton additionne goutte a goutte 14 g (0,067 mole) d'anhydride 
trifluoroacetique (Aldrich 10623-2) dissous dans 50 ml de THF en 1 h. 

Le melange est laisse 1 h sous agitation a temperature ambiante. Apres 
filtration et evaporation du THF, le produit est distille sous vide. La 
fraction EQ 3 mm - 75-90° C est recueillie et purifiee sur gel de silice par 

un melange CH2CI2. MeOH 80 : 20. 

Le produit desir6 a un Rf de 0,6.. Le rendement est de 66 %. 
0,7 g d'aminoalcool protege (3,48 10~ 3 mole) sont seches a la piridine (2 X 
3 ml) avec 3 ml de N-§thyldiisopropylamine (13.92 10" 3 mole) et dissous 
dans 15 ml de CH2CI2. 1.65 g (6.96 10" 3 mole) de 

cyanoethyl-2-N.N-diisopropylchlorophosphoramidite (Aldrich 30230-9) 
sont additionnes sous argon a temperature ambiante pendant 35 mn. On 
ajoute 0.2 ml de MeOH et apres 10 mn sous agitation, 30 ml d'acetate 
d'ethyle. La phase organique est lavee a froid avec 2 fois 60 ml de Na 2 C0 3 

10 % puis 2 X 80 ml de NaCI sature.sechee sur Na 2 S0 4 puis evaporee a 
I'evaporateur rotatif. 

Le produit brut est purifie sur colon ne de silice dans le melange acetate 
d , ethyle-CH 2 CI 2 -NEt3 (45-45-10.) La fraction recueillie (Rf - 0,75) est 

concentree a Tevaporateur rotatif et conservee sous argon. 

0(CH 2 ) 2 CN 

CF 3 CNH(CH 2 ) 5 OP( 

II N-(CH(CH 3 ) 2 ) 2 



EXEMPLE 2 

Preparation d'un conjugue oligonucleotide ASB : 

L'oligonucleotide est synth$tis§ sur un appareil automatique APPLIED 
381 A en utilisant la chimie des phosphoramldites. Le bras phosphoram- 
idite, dissout dans de I'acetonitrile anhydre a une concentration de 0.2 
Molaire, est place en position X du synth§tiseur et I'addition du bras se 
fait selon le protocole standard en fin de synthase. Aprds d6protection une 
nuit a 55° C dans NH4OH 33 %, precipitation dans I'ethanol a - 20 0 C. 
l'oligonucleotide est sech6 sous vide et repris dans 1 mi d'eau. 3.10' 8 
mole d'oligonucleotide sont seches sous vide et repris dans 25 u.l de 
tampon borate de sodium 0.1 M pH 9.3. On additionne 500 ul d'une solution a 
30 mg/ml de DITC (Fluka 78480) dans le DMF. Le melange est agite 1h 30 a 
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•temperature ambiante avant Paddition de 3 ml d'h^O. Aprds extraction de 

la solution par le butanoi (3x3 ml), la phase aqueuse restante (500 est 
s6oh6e sous vide puis reprise par 1 .10" 7 mote (6,6 mg) de BSA (Pierce 
30444) dans 200 jil de tampon borate. Apr5s une nuit sous agitation & 
temp6rature ambiante le conjugud est purifid par 6change d'ions en CLHP 
sur une colonne AX300 (BROWNLEE 4.6 X 100 mm) par un gradient de NaCI 
(Tableau 1). Le pic du conjugu6 est dialys6 contra de Peau (2 X 1 litre) 
concentre sous vide , repris par 1 ml H£0 et stock6 & - 20° C. 



TABLEAU 1 



LONGUEUR 

• 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr mln 


mM NaCI 


Ratio 

oligo/ASB 


20 


5 , -AACGCTACTACTATTAGTAG-3' 


11.96 (2M) 


. 603 


1.0 


15 


5 , -TTGCATTTAGAGCCC-3' 


15.50 (1M) 


395 


M 


13 


5 , -TGCATTTAGAGCC-3 l 


15.47 MM) 


385 


1.1 


12 


S'-GCATTTAGAGCCW 


14.49 (1M) 


367 


1.6 


1 1 


5 , -GCATTTAGAG03' 


14.41 (-1M) 


365 


1.2 


9 


5*-CATTTAGAG-3' 


13.99 MM) 


356 


1.1 



* Tr « temps de rdtentlon en fonctlon de la concentration en NaCI 

* Le gradient cf filution est de 10% & 56% de tampon B en 25 minutes avec 
tampon A - 20 mM tampon phosphate de sodium, pH 7,00 

tampon B » tampon A oontenant 2M (ou 1 M) NaCI 
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.EXEMPLE 3 

Preparation d'un conjugu6 oligonucleotide p6roxydase de raifort. 
Selon I'exemple 2, roligonuol§otide activS s6oh6 sous vide est repris par 
1.25 10~ 7 mole (5 mg de p6roxydase de raifort (Boehringer413470) dans 
200 |xl de tampon borate. 
. Le protocole de purification est identique : le conjugu§ est stock§ k - 20°c 
dans un tampon 50 mM tris HCI ph 7.0, 40 % glycerol 
Les r6sultats sont pr6sent6s dans le tableau2. 



Tableau 2 



TYPE 


SEQUENCE 5' — > 3' 


Tr mln 


mM NaCI 


Ratio olIgo/HRP 


TBA 


TGCCATAACCATGAGTG 


22,28 (1M) 


491 


1.1 


TEM 


ATAACACTGCGGCCAAC 


20,01 (IM) 


450 


1.0 


TEM 


GTTGGCCGCAGTGTTAT 


11,03 (2M) 


569 


1.5 


im 


CACTCATGGTTATGGCA 


11,45 (2M) 


585 


1.3 


B GLUCURONIDASE 


GATCGCGGTGTCAGTTCTTT 


11,85 (2M) 


599 


1.5 


B GLUCURONIDASE 


TTCCATGGGTTTCTCACAGA 


11,83 (2M) 


600 


1.1 


BGL0BINE 


GTATCATGCCTCTTTGCACC 


11,57 (2M) 


590 


1.0 


BGLOBINE 


TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC 


11.82 m 


600 


1.1 


RAS 


TTCCTCTGTGTATTTGCCAT 


22,99 (IM) 


505 


1.0 


RAS 


ACATGAGGACAGGCGAAGGC 


20,97(1 M) 


467 


1.1 


C. TRACHOMATIS 


AATCCTGGCTGAACCAAGCCT 


20,70 (1M) 


462 


1.0 


C. TRACHOMATIS 


AAGGTTTCGGCGGAGATCCT 


19,30 (IM) 


437 


1,0 


HiV 1-2 GAG 


GAAGCTGCAGAATGGGA 


9.18 (2M) 


501 


1.3 


HIV1ENV 


AACAATTTGCTGAGGGCTAT 


25,19 (IM) 


545 


1.0 


HIV2ENV 


GGTCAAGAGACAACAAGAA 


9,19 (2M) 


501 


1.4 


HIV 1 POL 


GCCTGTIGGTGG3C 


9.56 (2M) 


515 


1.0 


HLADR 


CCGQGCGGTGAC0OGAGCTGGGGC 


12,31 (2M) 


616 


1.3 


HLADR 


GAACAGCCAGAAGGAC 


9,84 (2M) 


525 


1.0 


HLADQ 


GGCGGCCTGATGCCGAGTAC 


10,16 (2M) 


537 


1.1 


HPV 6/11 


GACCCTGTAGGGTT ACATT 


10,20 (2M) 


539 


1.0 


HPV 6/11 


TGACCTGTTGCT6TGGA 


9,91 (2M) 


528 


1.0 


HPV 16 


CCGGACAGAGCCCATTAC 


11,33 (2M) 


580 


1.1 


HPV 16 


CTCTACGCTTCGGTTGTGC 


11,65 (2M) 


592 


1.0 


HPV 18 


GTATTGCATTTAGAGCCCCA 


13,07 (2M) 


644 


1.1 


HPV 18 


TAAGGCAACATTGCAAGACA 


11.16 (2M) 


574 


1.1 


alpha HPV 18 


ACCCCGAGATTTAGGTTATGT 


10.80 (2M) 


560 


1.0 



• Tr « temps de retention (minutes) en fonction de la concentration saline (1 M ou 2M) 

• Les conditions de gradient sont Wentiques & celles d6crlles dans I'exemple 2 
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.EXEMPLE 4 

Preparation d*un conjugue oligonucleotide-phosphatase alcaline. 
Selon I'exemple 2, roligonucleotide active seche sous vide est repris par 
5.7 1 0~® mole (8.0 mg) de phosphatase alcaline (Boehringer 567752) dans 
le tampon du fabricant 

Le protocols de purification est identique (Tableau 3). Le conjugue est 
stocke a + 4° C dans un tampon Tris HCI 30 mM. 1 M NaCI, 1 mM MgCl2. 

pH8.0. 



TABLEAU 3 



TYPE ADN 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio 

ollgo/enzyme 


HPV18 


ff-GTATTtSCATTTAGAGCCCCA^ 


9.53 (2M) 


550 


1,6 


HPV18 


5 , -TAAGGCAAGATTGCAAGACA-3' 


13.04 (2M) 


680 


1.4 


HPV 18/33 


S-GTCCAATQCCAQGTQGATCA^ 


10.10 (2M) 


572 


1.0 



• Tr m temps de retention (minutes) en fonction de la concentration safine 

* Les conditions de gradient sont ies mfimes que pour rexempfe 2 



EXEMPLE 5 

D6tection cTune s6quence cPacide nucl6ique par protocols sandwich. 

Dans une plaque de microtitration en polystyrene 

(Nunc 439454) est deposee une solution 

do I'oligonucteotide ff-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-S 1 k 1 ng/jil (0.1 5pM) 

dans du PBS 3X (0.45 M NaCI 0.15 M phosphate de sodium ph 7.0). 

La plaque est incub6e 2 h k 37° C. 

Apr6s 3 lavages par 300 \i\ de PBS Tween (0.1 5M NaCI, 0.05M phosphate de 
sodium, pH7.0 f PBS Tween 20 (MERCK 822184)) 50 \i\ de la sequence 
(S'-AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTGCA 
ATGTTGCCTTA-3') k diff6rentes concentrations de 100 pg/^l (5nM) k 
0,01 pg/nl (0.5 pM) dans du tampon PBS saumon (PBS3X + ADN de sperme de 
. saumon 10 ug/ml (Sigma D9156)) sont a]out6s dans les puits suivi de 50 
cfune solution du conjugud oIigonud§otide-p6roxydase k la 
concentration de 0.1 ng/jil (15nM) en oligonucleotide dans un tampon PBS 
cheval (PBS3X + 10 % s6rum de cheval (BioM6rieux 55842)). 
La plaque est incubSe 1 h k 37° C et lavSe par 3 X 300 fil de PBS Tween 
100 \x\ de substrat OPD (ortho-phenylenediamine Cambridge Medical 
Biotechnology ref/456 ) dan$ un tampon OPD (0,05 M acide citrique, 0.1 M 
Na 2 HP04 f pH 4,93) k la concentration de 4 mg/ml auquel on ajoute 

extemporan6ment H2O2 k 30 volumes au 1/1000 sont ajoutes par puits. 

Aprds 20minde reaction I'activit6 enzymatique est b!oqu6e par 100 \i\ 
d'H2S04 1 N et la lecture est effectu6e sur Axia Microreader (BioM6rieux) k 

492 nm. 

Sensibi!it6 (Tableau 4) : 
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Tableau 4 





cible (pg) 




5000 


1000 


500 


100 


50 


^ 2 


0.1 


0 


Ivaleur D.O. 


> 2,5 


1,007 


0,559 


0,136 


0,067 


0,028 


0,006 


0,005 



D.O. = densite optique. 

La limite de d6tection est de 2 pg de cible soit 1 CT » 7 mole. 

Le systeme est parfaitement spScifique puisque le puits contenant r ADN 

de saumon, qui est sous forme simple brin, n'est pas d6tecte (puits & 0 

pg/jil de cible). 

E XEMPLE 6 

Ainsi qu'il Pa 6t6 montrd pour Pan6mie falciforme ou pour les oncogenes 
(dans Human Genetic diseases, a practical approach. K.E. DAVIES ed, IRL 
press, 1986), les mutations ponctuelles, k des positions sp6cifiques sur un 
g&ne, sont responsables de maladies g6n6tiques et peuvent Stre d6tectees 
par hybridation de FADN g§nomique avec des sondes nucteiques. Dans 
certaines conditions, un ntesappariement d'une base peut d6stabiliser un 
hybride ADN-oligonucl6otide. Ainsi, WALLACE R.B. et coll. (Nucl. Acid. Res., 
£, 3543, 1979) ddtecte une mutation am-3 (A-C pour le gene mute & la 
place de C-G pour le g£ne normal) sur le g&ne du bacteriophage CKX174 par 
un systeme d'hybridation directe par fittre. 
Des travaux ulterieurs ont montr6 que les mutations n f 6taient pas 
6quivatentes du point de vue de la dfistabilisation cfun hybride. 
Ainsi. F. ABOUBELA et coll. (NucL Acid. Res., la, 481 1 , 1 985) trouvent que 
les ntesappariements contenant une Guanine (GT-GG-GA) sont moins 
d§stabitisants que les ntesappariements contenant une Cytosine (CA-CC) 
ou un nrtesappariement entre 2 pyrimidines (TT-CC-TC). 
S. IKUTA et coll. (Nuc!. Acid. Res.. 15, 797, 1987) montrent que les 
ntesappariements GT, GA sont moins d§stabilisants que AA, TT, CT, CA. 



L'exemple d6crit ici prfisente une m6thode de detection d'un ADN 
parfaitement homologue par un protocole sandwich & 37° C. Les 
oligonucleotides de capture sont fbtes passivement sur la plaque . 
Les 5 cibtes choisies sont d£crites dans le tableau 5. 

TABLEAU 5 

3^TTCXXaTrGTAACX3^ X 

3%ATTCCGnTCTAA£X^ XGT 

^ATTCCGTTGTAACGTTCTGrTAACATMCCT XAA 

3--ATTCCGTTGTAACGnTCTGTMCATMCGWATCTC XTT 

^-ATTCCGTTGTAACGTTCTGTMCATMCGTAMTAT XAG 

4 mutations difterentes ont ete introduites dans 4 sequences cibles qui 
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different de la sSquence X par 1 seule mutation. 
Les mutations sont situees dans la zone 32 a 35 de la cible. Les 4 
mesappariements sontde type GT (XGT), M (XAA), TT (XTT), et AG (XAG), 
et on retrouve 2 mesappariements GT et AG qui sont les moms 
destabilisants pour un hybride. 

La sonde de detection D1 5'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' est 
complementairede la region 1 -20 de la cible et est commune pour toutes 
les cibles. Elle est marquee a I'extremite 5' avec la peroxydase selon 
I'exemple 3. 

La specificite du systeme est amenee par les oligonucleotides de capture 
{Tableau 6). 



Tableau 6 



OLIGONUCLEOTIDE 



Tm 1.00E-0 9 
°C 



M 



Tm T,00E-08 
'C 



M 



capture C15 



ture 
iture 



5'-TGCATTTAGAGCC-3' 

5MaCATTTAGAGCO-3' 
5'-GCATTTAGAGC-3' 



Le Tm est calcul© dans les conditions tfhybridation, crest a dire 600 mM en sel pour les 2 
concentrations de able 1 0* 8 et 1 0* d molaJre. 

Les 5 oligonucleotides possedent en 5* un bras C5NH2 pour permettre le 
couplage covalent sur ralbumlne de serum de boeuf (C15. C13. C12 , C11 , 
C9). 

Sauf indications contraires. le protocole sandwich est identique a celui 
decrit dans I'exemple 5. 

La cible est deposee a 10" 9 mole/I soit 20 pg/uJ (Tableau 7) ou 1 0 -8 
mole/l soit 200 pg/n-l (Tableau 8). 



Tableau 7 





CIBLE (1.00E-09 M) 


X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


2.390 


0.667 


0.061 


0.137 


0.234 


C13 


0.405 


0.030 


0.005 


0.008 


0.018 


C12 


0.271 


0.015 


0.003 


0.005 


0.007 


C11 


0.100 


0.004 


0.004 


0.005 


0,005 


C9 


0.005 


0.004 


0.005 


0.005 


0,005 




valeur de D.O. a 492 nm 



Tableau 8 





CIBLE <1,00E-08 M) 


X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


> 2,5 


> 2.5 


0 f 211 


0,973 


1.328 


C13 


2.320 


0,198 


0.010 


0,060 


0.081 


C12 


1 ,500 


0,095 


0.005 


0.028 


0.032 


CI 1 


0.610 


0,014 


0.003 


0.014 


0.008 


C9 


0.002 


0.004 


0.003 


0,007 


0.003 



valeur d e D.O. & 492 nm 
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Li'hybride formS avec la cible contenant un m§sappariement 
de type GT est le moins destabilise done le plus difficile & d6tecter. 
Le ratio signal X/signal XGTpeut done servlrde reference pour mesurer 
les performances du systdme (Tableau 9) : 



Tableau 9 





RATIO X/XGT 


1 .00E-08 


1.00E-09 


C 15 




4 


C13 


1 2 


14 


C12 


1 6 


1 8 


C11 


44 


25 


C9 







^oligonucleotide de capture C12 permet de detector un m6sappariement 
quelconque sur la sequence d'acide nucleique en conservant pour tous les 
mesappariements un signal inferieur a 0,100 pour les 2 concentrations et 
un ratio X/XGT >1 0. 



EXEMPLE 7 

Methode de detection cTun ADN parfaitement homologue a 37°C. Les 
oligonucleotides de capture sont couples a I' ASB et fixes passivement sur 
la plaque. 

Le protocole sandwich est identique a celui de i'exemple 5. 
Les oligonucleotides de capture sont couples a I'ASB selon I'exemple 2.' 
La sonde de detection est la meme que pour I'exemple 6 
Les resultats sont presentes dans les Tableaux 10,11 et 12. 
. Tableau 10 
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Tableau 12 





RATIO X/XGT 


1.00E-08 


1 .00E-09 


C 15 




2 


C13 


> 6 


7 


CI 2 


1 0 


1 0 


C11 


31 


1 9 


C9 







^oligonucleotide de capture C1 1 couple a I'ASB permet de detecter un 
mesappariement quelconque sur la sequence cTacide nucleique en 
conservant pour tous les mesappariements un signal inferieur a 0,100 aux 
2 concentrations et un ratio X/XGT > 1 0. 



EXEMPLE 8 

Methode de detection d'un ADN parfaitement homologue a differentes 
temperatures . 

Le protocole de detection est le meme que pour I'exemple 7. 
Uoligonucleotide de capture C1 1 est couple a PASB et fixe passivement 
sur la plaque. La concentration de la cibte est constante et fixee a 10' S 
molaire. La temperature d'hybridation est variable (Tableau 13). 



Tableau 13 



TEMPERATURE °C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


0.155 


0.007 


22 


30 




0.024 


13 


37 


0,229 


0.009 


25 


45 


0.321 


0.013 


25 


50 


0.052 


0.010 


5 



EXEMPLE 9 

Methode de detection dun ADN parfaitement homologue a differentes 
temperatures. 

Le protocole de detection est le meme que pour I'exemple 7. 
^oligonucleotide de capture C1 3 est fixe passivement sur la plaque 
directement. La concentration de la cible est constante et fixee a 1 0" 8 
molaire. La temp6rature d'hybridation est variable (Tableau 1 4). 



Tableau 14 



TEMPERATURE °C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


> 2.5 


0.343 


>7 


30 


2.028 


0.337 


6 


37 


2.281 


0.227 


1 0 


45 


1 .458 


0.134 


1 1 




0,653 


0.017 


38 



EXEMPLE 1 0 

Detection sp6cifique de la sequence ADN ou ARN correspondant au g§ne de 
la p lactamase de E. coli (Tern). 



» 
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Dans le.cas ou la sequence a dStecter correspond k de TARN messager, 
celul-ci est obtenu soit k partir d'une purification sp§cifique d'ARN 
(MANIATIS et coll. dans Molecular Cloning, a laboratory Manual, New York, 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982), soit k partir d'une lyse directe des 
bactdries aprds addition de soude (0,2 M final) sur le culot bact6rien. 
Le systeme de detection utilis6 est compldmentaire du brin ARN messager 
correspondant au gdne Tern. 

Ce systeme se compose de 2 oligonucleotides de capture. Uadsorption 
passive est effectuSe k une concentration totale de 0.15 \iM utilis§ comme 
d6crit dans I'exemple 5 . 

La detection est effectu^e par rutilisation de 2 oligonucleotides marques 

par la peroxydase (k la concentration totale de 1 5 nM). 

Les sequences des oligonucleotides utilises sont les suivantes : 

CAPTURE 1 « 5 , -GCACTGCATAATTCTT-3 , 
CAPTURE 2 - 5-TACTGTCATGCCATCC-3 f 

DETECTION 1 - 5 , -GTTGGCCGCAGTGTTAT-3 ? 
DETECTION 2 - S-CACTCATGGTTATGGCA-S 1 
Detection sur ARN non amplifte, purifie (Tableau 15): 



Tableau 15 



ARN PURIFIE 


Valeur D.O. 


1 0 uo ARN so4cifique 


0.100 


1 uq ARN so&dflaue 


0.014 


10 uo ARN non sp£cifiaue 


0,006 



Detection sur ARN de colonies non purifie (Tableau 16): 



Tableau 16 



NOMBRE DE COLONIES 


valeur 0.0. 


1 T OOE+08 colonies spdcffiaues 


0.150 


i,00E+07 colonies so6clfiaues 


0.045 


1.00E+06 colonies sodclfiaues 


0,004 


1 t OOE+05 colonies sp§clfiaues 


0.001 


1.00E+08 colonies non SD6clfiques 


0.001 



La limite de detection du systeme sur ARN, sans amplification, est de 1 ug 
d'ARN total purifie et de 10 6 - 10 7 colonies bacteriennes. 

Dans le cas ou la sequence a detecter correspond a de I'ADN non amplifie 

(plasmide pBR 322, contenant le gene de la B lactamase). 

Dans ce cas, la detection est effective directement sur I'ADN denature 

apres les conditions decrites pr6cedemment. 

Le systeme de detection utilise est le suivant : 

CAPTURE 1 - 5-GGATGGCATGACAGTA-3' 
CAPTURE 2 - S'-AGAGAATTATGCAGTGC-S' 
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DETECTION 1 - 5-TGCCATAACCATGAGTG-3' 
DETECTION 2 - S'-ATAACACTGCGGCCAAC-S' 

Les resultats sont les sulvants (Tableau 17): 



Tableau 17 



ADN PBR322 


valeur D.O. 


1 Ufl 


0.130 


0.1 ua 


0.012 


0,01 ug 


0,002 


10 ua ADN saumon 


0,002 



La sensibility sur ADN non amplify est de 0,1 \ig, c'est k dire 3,48.1 (T 1 * 
mole correspondant & 2.1 0 10 molecules vraies. 

Dans le cas ou PADN & d6tecter correspond & de ('ADN amplifiS par r&actson 
en chaine utilisant une polymerase, les oligonucleotides utilises pour 
Pamplification sont les suivants : 

AMORCE 1 « S'-ATCAGCAATAACCAGC-S' 
AMORCE 2 = S'-CCCCGMOMCGTrrTC-S' 

■ 

L'ADN & detector est denature par le protocole pr6c6demment cite. La 
detection se fait en utilisant un des deux systdmes decrits dans cat 
exemple. 

La figure 1 montre les resultats obtenus avec en 
abscisses la quant ite d'ADN ( ng) et en ordonnee la 
densite optique. 

La sensibility est de Pordre de 1 ng d'ADN obtenu aprds 
amplification en considerant que la quantity d'ADN total g£n£r6e apr&s 
amplification est de Pordre de 2,0 jig. 

Pour un fragment amplifi§ de 560 paires de bases, le seuil de detection 
est done de Pordre de 2,94.1 0" 1 5 mole soit 1,7 10 9 molecules vraies. 



WO 91/19812 PCT/FR9 1 / 00468 



- 24 - 



EXEMPLE 11 

Detection de la sequence correspond ant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 6. 

Dans le cas oO la sequence a detecter est de I'ADN ampl!ft6, les sequences 
utilisees sont ies suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-T AC ACTG CTG G AC AAC ATG C-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme sulvant (detection 
brin-) 

CAPTURE 1 - 5'-CAGTGTACAGAAACA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 

DETECTION 1 = 5'-G ACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
DETECTION 2 - S'-TGACCTGTTGCTGTGGA-S' 



EXEMPLE 12 

Detection de la sequence ADN correspondant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 1 1 . 

Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
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AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut §tre detecte par le systeme suivant (Detection 
brin -)• 

CAPTURE 1 - 5'-GAGTGCACAGACGGA-3* 
CAPTURE 2 - 5'-CAACTACAAGACCTTTTGC-3' 

DETECTION 1 - ff-GACCCTGTAGGGTTACATT-S' 
DETECTION 2 - 5 , -TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 



EXEMPLE 13 

Detection da la sequence ADN correspondant aux g&nes E7 des 

papillomavirus humains type 6 et 1 1 . . QO 

Dans le cas oil la sequence a detecter est de I'ADN ampl.fie. les sequences 

utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 « 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
AMORCE 2 « £?-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 - 5-AGACAGCTCAGAAGATGAGG-3" 
CAPTURE 2 - 5'-CAGCAACGT(T/C)CGACTGGTTG-3' 

DETECTION 1- 5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
DETECTION 2 = 5'-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 



EXEMPLE 14 ' _ . „, . - 

Detection de la sequence ADN correspondant au gene E7 du papillomavirus 

humaln type 1 6. . 

Dans le cas oO la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 

utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 = 5*-CCCAGCTGTAATCATGCATGGAGA-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGTGCCCATTAACAGGTCTTCCA-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 = 5-TATATGTTAGATTTGCAACC-3' 
CAPTURE 2 = 5-GACAACTGATCTCTAC-3' 

DETECTION 1 - 5'-CCGGACAGAGCCCATTAC-3' 
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DETECTION 2 - 5-CTCTACGCTTCGGTTGTGC-3' 



EXEMPLE15 

Detection de ta sequence ADN correspondant au gene E7 du papillomavirus 
humain type 1 8. 

Dans 1e cas oD la sequence a detector est de I'ADN amplify, les sequences 
utilisees sont les sulvantes : 

AMORCE 1 • S'-CGACAGGAACGACTCCAACG-S' 
AMORCE 2 - 5 , -GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT.3' 

L'ADN amplifie ou non peut §tre detecte par le systems suivant (Detection 
brin -). 

CAPTURE 1 - 5-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-ATGTCACGAGCAATTAAGCG-3' 

DETECTION 1 - S'-GTATTGCATTTAGAGCCCCA-S' 
DETECTION 2 - 5'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3* 

L'ADN a detector est denature par le protocols precedemment cit6. 

La figure 2 represente les resultats obtenus , avec 
en abscisses la quantite d'ADN, et en ordonnees la 
densite optique (on voir, sur la figure 2 que seul 
l'HPV18 est detecte ) , l'HPV 16 ne l'est pas. 

La sensibility est de Pordre de 1 ng dADN. 
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EXEMPLE 16 

Syst&me de detection de papillomavirus humain de type 6, 11, 16 et 18. 

L'exemple decrit la detection de chaque type apres une amplification non 

specifique, par reaction en chaine utilisant une polymerase. 

Celle cl est effectuee avec un melange de tous les oligonucleotides decrits 

dans les exemples 1 1 , 12, 13, 14 et 15. 

Chaque oligonucleotide est utilise a une concentration de 0,3 uM. 

La capture se fait en utilisant Pensemble des oligonucleotides de capture 

decrits dans les exemples 11, 12, 13, 14 et 15 (adsorption passive, 

protocole decrit exemple 5). 

La detection se fait specifiquement en utilisant I'un des couples 
^oligonucleotides marques a la peroxydase decrit dans les exemples 11, 
12. 13, 14 et 15. 

Les resultats et specificite obtenus sont les suivants sans le cas ou la 
detection est effectuee sur le 1/1 00 e du produit de I'amplification. 
(Tableau 1 8) 



Tableau 18 





SYSTEM E DE DETECTION 


ADN AMPLIFIE 


HPV18 


HPV16 


HPV6/11 


HPV6 


0,001 


0.004 


1,100 


HPV16 


0,002 


0,640 


0,008 


HPV18 


0,600 


0,028 


0,002 


HPV6+16 


0,001 


0,846 


0,480 


HPV6+16+18 


0,540 


0.821 


0,320 


HPV6+18 


0.580 


0.020 


0.687 


HPV16+18 


0,516 


0,740 


0,007 


HPV2 non speclfique 


0,001 


0,018 


0,002 


Eau : timoln non speclfiqu* 


0.001 


0.014 


0.001 



EXEMPLE 17 

Detection de la sequence ADN correspondent au gene de la proteine 
majeure de la membrane externe (MOMP) de Chlamydia Trachomatis. 
Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

« 

AMORCE D' AMPLIFICATION 1 - S'-CACCATAGTAACCCATACGOS' 
AMORCE D'AM PLIFICATION 2 = S'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-S' 



L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant (detection 
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brin - ). 

CAPTURE 1 • 5'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-3' 
CAPTURE 2 - 5'-CTTGCAAGCTCTGCCTGTGG-3' 

. DETECTION 1 - 5'-AATCCTGGCTGAACCAAGCCT-3' 
DETECTION 2 - 5-AAGGTTTCGG CGG AGATCCT-3' 



EXEMPLE 18 

Defection de la sequence ADN correspondant a la region gag du retrovirus 
HIV1. 

Dans la cas oil la sequence & dStecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-GGACATCAAGCAGCCATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-CTAGTAGTTCCTGCTATGTC-3' 

L'ADN amplifle ou non peut etre detecte par le systems suivant 

CAPTURE 1 - 5'-AATGTTAAAAGAGAC-3' 

DETECTION 1 - S'-GAAGCTGCAGAATGGGA-S' 
EXEMPLE 19 

Detection de la sequence ADN correspondant a la region gag du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas ou la sequence a. detector est de I'ADN amplifid, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 = 5'-GACCATCAAGCAGCCATGC-3' 
AMORCE 2 - 5 , -CTTGTTGTCCCTGCTATGTC-3* 

L'ADN amplifie ou non peut etre detects par le systeme suivant 

CAPTURE 1 «= 5«-CTTACCAGCGGGGCAGC-3' 

DETECTION 1- 5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 



EXEMPLE 20 

Detection de la sequence ADN correspondant a la region env du retrovirus 
HIV 1 . 

Dans le cas ou la sequence a detector est de I'ADN amplifi6, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-CAGGAAGCACTATGGGCGC-3' 
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AMORCE 2 - 5'-GCTGCTTGATGCCCCAGAC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detects par le systeme suivant 

CAPTURE 1 - 5-TGTCTGGTATAGTGCA-3' 

DETECTION 1 « 5'-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-3' 



EXEMPLE 21 

Detection d© la sequence ADN correspondant a la region env du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas ou la sequence a detector est de PA DIM amplifie. les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 . 5'-CAGGCAGTTCTGCAATGGG-3' 
AMORCE 2 - 5M3G I I II I CGTTCCCCAGACG-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant 
CAPTURE 1 - S'-GCAACAGCAACAGCTGTTGGA-S' 

DETECTION 1- 5-GGTCAAGAGACAACAAGAA-3' 
EXEMPLE 22 

Detection de la sequence ADN correspondant & la region pol du retrovirus 
HIV 1. 

Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5-ATTAGCAGGAAGATGGCCAG-3' 
AMORCE 2 - 5 , -CTGCCATTTGTACTGCTGGTC.3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre d§tect6 par le systeme suivant 

CAPTURE 1 - 5 , -GACAATGGCAGCAATTTCACC-3 l 
DETECTION 1 « 5-GCCTGTTGGTGGGC-3' 



EXEMPLE 23 

Detection de la sequence ADN correspondant au gene de la region 0 
glucuronidase de E coli. 

Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplified les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-CAATACGCTCGAACGACGT-3' 
AMORCE 2 - S'-CACGGGTTGGGGTTTCTAC-S! - 
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L'ADN amplifte ou non peut etre detecte par le systems suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 - 5'-TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3' 
CAPTURE 2 = 5'-ATGCGATCTATATCACGCTG-3' 

DETECTION 1- 5'-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-3' 
DETECTION 2 - 5-TTCC ATGG GTTTCTCACAGA-3' 



EXEMPLE 24 

Detection de la sequence ADN correspondent au gene de la region p globine 
humaine. 

Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilisees sont les suivantes : 

. AMORCE 1 - 5-GACTCAGAATAATCCAGCCT-3' 
AMORCE 2 - S'-TGirTACGCAGTCTGCCTAG-S' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 - 5*-TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3' 
CAPTURE 2 - 5'-CACATATTGACCAAATCAGG-3* 

DETECTION 1 « S'-GTATCATGCCTCTTTGCACC-S' 
DETECTION 2 = 5 , -TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC•3 , 



EXEMPLE 25 

Detection de la sequence ADN correspondant a Pbncogene ras 

Dans le cas ou la sequence a detecter est de I'ADN amplifie, les sequent 

utilisees sont les suivantes : 

AMORCE 1 - S'-TGTTATGATGGTGAAACCTG-S' 
AMORCE 2 - 5'-CTGTAGAGGTTAATATCCGCAAA-3' 

L'ADN amplifie ou non peut etre detecte par le systeme suivant (detection 

brin -) . 

CAPTURE 1 «= 5'-CAGTGCCATGAGAGACCAAT-3' 
CAPTURE 2 = 5'-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 
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DETECTION 1 - 5'-TTCCTCTGTGTATTTGCCAT-3' 
DETECTION 2 = 5-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3' 



EXEMPLE 26 

Utilisation d'alphaoligonucleotide marque k la peroxydase en detection. 
Protocole selon I'exemple 5. 
Cible : 

5-TCATCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTTAATTGCTCGTGACATAGAAGGTCAACCG 
GAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTGCAATG TTGCCTTA -3' 

Capture : S'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-S' 

La sonde de detection utiiisee est I'alpha oligonucleotide 5 -ACCCCGAGATT 
TAGGTTATGT-3* greffe a la peroxydase de raifort selon I'exemple 3. 
La limite de detection est.de 5 pg de cible soit5.10" 17 mole (Tableau 19). 



Tableau 19 





cible (pg) 




5000 


500 


50 


5 


0.5 


0 


Ivaleur D.O. 


> 2,5 


0,622 


0,073 


0,025 


0,008 


0,007 



EXEMPLE 27 

Phosphatase alcallne comma enzyme de detection en colorimetrle. 
Protocole selon I'exemple 5 : 

La sonde de detection 5'-TAAGG C AACATTGCAAG AC A-3' est couplee a la 
phosphatase alcaline selon I'exemple 4. 

100 ul de substrat PNPP (Sigma 104-0) a la concentration de 2 mg/ml 

(dans un tampon diethanolaminel ,29 M; MgS04 0,56 mM; NaN 3 0,38 mM; HCI 

0,01 2 N; pH 9,8) sont ajoutes par puits. Apres 20 mn de reaction, Tactivite 
enzymatlque.est bloquee par 100 ul de NaOH 1 N et la lecture est effectuee 
sur Axiamicro reader (BioMerleux) a 402 nm. 
Capture : 5-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 

Cible : plasmide pBR322 contenant le gene du PVH de type 18 a 20 fig/ml 



Tableau 20 





dilution de la cible 


100 


500 


1000 


2000 


5000 


bfanc 


Ivaleur D.O, 


0,505 


0.086 


0,054 


0,029 


0,008 


0,008 



La limite de detection est le 1/2000 de la cible (Tableau 20), c'est a dire 
de I'ordre de 500 pg soil 1 .8 1 0" 1 6 mole. 
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EXEMPLE 28 

Phosphatase alcaline comma enzyme de detection en fluorescence. 

Le protocole est le meme que pour I'exemple 27 mais Pon rajoute comme 

substrat 100 de methyl-4 umbelliferyl phosphate (MUP. Boehringer ref. 

405663) dans un tampon glycine-NaOH 100 mM, MgCI 2 1 mM, ZnCI 2 0.1 mM, 

NaN 3 0.5 g/l, pH 10.3 , a la concentration de 80 ^g/ml. 

La reaction est bloquee apres 20 minutes par 100 ul de KH 2 P0 4 0.5M. pH 

10,4, 10 mM EDTA et lue au ffuorimetre (excitation 340 nm, emission 460 
nm) (Tableau 21) 



unites fluorescence 



100 


< 

500 


Jilutlon 

1000 


de la cible 

9nnn 1 c n n n 




643 


167 


94 


82 


66 


_blanc 

47 



EXEMPLE 29 

Detection du virus HIV 1 
a) Region NEF 

Pour 1" amplification, on utilise les sequences suivantes 



AMORCE 1 


5'-CATTGGTCTTAAAGGTACCTG-3' 


AMORCE 2 


I S'-AAG ATGGGTGGCAAn*GGTC-3* 



Les sondes de capture et de detection sont les suivantes z 



CAPTURE 


5-GAGGAGGTIGGTTTTCCAGTCA-3 , 






DETECTION 


5M3GATGGCCTICTITAAGGGAAAGAATG-3' 


b) Region VPR 






Pour 1* amplification, on utilise les sequences suivantes : 




AMORCE 1 


5'-TGG AACA AGCCCCAG I AG ACC-3 f 




AMORCE 2 


5*-TG CTATGTIG ACACCC AATTCTG-3' 
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Les sondes de capture et de detection sont les suivantes : 



CAPTURE 



DETECTION 



g*-TATGAAACTTATGGGGATAC-3* 




g'-G A AGCTGTTAG AC ATTTTCCTAG»3 > 



c) Region POL 

Les sondes de capture et de detection sont les suivantes : 



CAPTURE 



DETECTION 



g'-TG A AC A AGT AG ATA A ATT AG-3 T 




*r-GG A ATCAG 1 AA AGTACT ATT-3* 
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KEVEND I CA TIONS 

1. Procede de detection d f une sequence nucleotidique 
simple brin dans un echantillon la contenant ou susceptible de la 
contenir, selon la technique d'hybridation sandwich comportant une 
etape d f incubation de l r echantillon avec une sonde de capture fixee 
de facon passive sur un support solide et une sonde de detection 
marquee avec un marqueur non radioactif , les sondes de capture et de 
detection etant capables d T hybridation, respectivement , avec deux 
regions non chevauchantes de la sequence nucleotidique-cible 
recherchee, et l f etape d T incubation etant suivie d'une etape de 
lavage pour £liminer les reactifs non fixes par hybridation, 
caracterise par le fait que la sonde de capture, contenant de 9 a 30 
nucleotides, est fixee de fagon passive sur un support solide en 
materiau hydrophobe. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que ledit materiau hydrophobe est un polymer e hydrophobe. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le 
fait que ledit polymere est un polymere ou copolymere de styrene. 

4 . Procede selon la revendication 1 , caracterise par le 
fait que la sonde de capture contient de 9 a 25, et en particulier de 
9 a 20 nucleotides. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedent es, caracterise par le fait que l f on opere a une temperature 
pre-determinee, et que l f on choisit des sondes de capture et de 
detection de taille suffisamment longue et de sequence telle que 
I'hybride que chaque. sonde forme avec la cible recherchee soit stable 
a ladite temperature, dans les conditions d f hybridation utilisees. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le 
fait que la sonde de capture et/ou la sonde de detection est 
suffisamment courte et de sequence telle que seule la presence d'une 
sequence complement aire parfaitement homologue dans la cible permette 
de former avec ladite sonde suffisamment courte un hybride stable a 
ladite temperature dans les conditions d 'hybridation utilisees. 

7. Frocede selon la revendication 5 ou 6, caracterise par 
le fait que l'on effectue l'etape d'incubation a ladite temperature 
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predetermined et que l'on effectue le lavage a ladite temperature ou 
a une temperature inferieure. 

8. Procede selon la revendication 5 ou 6, caracterise par 
le fait que l'on effectue l'etape d 'incubation a une temperature 
inferieure a ladite temperature predeterminee, et que l'on effectue 
le lavage a ladite temperature predeterminee. 

9. Procede selon l'une quelconque des rev endicat ions 5 a 
8, caracterise par le fait que ladite temperature predeterminee, est 
comprise entre 20 et 60°C, notamment entre 25 et 40°C, et est en 
particulier egale a 37°C. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendica tions 
precedentes, . caracterise par le fait que la sonde de detection 
contient au mo ins 9 nucleotides. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient au moins 15 nucleotides. 

12. Procede selon l'une quelconque des rev endicat ions 
precedentes, caracterise par le fait que I'hybride forme par la sonde 
de capture et la cible recherchee est moins stable que I'hybride 
forme par ladite cible avec la sonde de detection. 

13. Procede selon l'une quelconque des revendica tions 
precedentes, caracterise par le fait que la sonde de detection est 
plus longue, en nombre de nucleotides, que la sonde de capture. 

14. Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que la sonde de capture et/ou la 
sonde de detection contient ou est constitute par des 
alpha-D-nucleotides . 

15. Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que ladite sonde de capture 
contient au moins onze nucleotides et est fixee de fagon passive 
directement sur le support solide. 

16. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
14, caracterise par le fait que la sonde de capture est fixee sur le 
support par 1' intermediate d'une proteine a laquelle elle est liee 

de facon covalente. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise par le 
fait que ladite proteine est une albumine de mammifere ou une toxine 

- proteique bacterienne. 
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18. Procede selon l T wie quelconque des revendicat ions 
precedentes, caracterise par le fait que le- support est sous foriue de 
tube, de bille, de particules ou de cone de pipettage, ou sous forme 
de plaque de microtitration. 

19. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedent es, caracterise par le fait que l f on opere selon la 
technique d 'hybridation sandwich simultanee. 

20. Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentfts, caracterise par le fait que la sonde de capture est soit 
une sequence parf aitement hoinologue de la sequence complementaire de 
la cible, soit une sequence contenant une mutation ponctuelle par 
rapport a la sequence complementaire de la cible. 

21. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que la cible est la sequence 
d'ADN du papillomavirus humain HPV 18 et que la sonde de capture 
contient la sequence 

TCAGAGGAAGAAAACGATGA 

22. Procede selon* la revendication 21, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence : 

TAAGGC AACATTG CAA G A C A 

23. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence ARN 
messager correspondant au gene de la beta-lactamase de E. Coli (Tern) 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-G C ACTG C ATAATTCTT-3' 
et/ou 5"-TACTGTCATGCCATC03" 

24. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-GTTGGCCGCAGTGTTAT-S' 
et/ou 5-C ACTC ATGGTTATGG CA-3 1 

25- Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence d'ADN 
contenant le gene de la beta-lactamase de E. coli et que la sonde de 
capture contient la sequence suivante : 

S'-GGATGGCATGACAGTA^* 
et/ou 5"-AGAGAATTATGCAGTGC-3' 
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26. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante ; 

■ 

5'-TGCCATAACCATGAGTG-3' 
et/ou 5 # -ATAACACTGCGGCCAAC-3' 

27. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au gene E7 du papillomavirus humain type 6 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-CAGTGTACAGAAACA-a* 
et/ou 5M3AGTGCACAGACGGA-3' 

28. Procede selon. la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
et/ou 5*-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 

29. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au gene E7 du papillomavirus humain type 11 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 
et/ou 5'-C AACTAC AAG ACCTTTTGC-3' 

30. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-GACCCTGTAGGGTTACATT-S' 
et/ou S'-TGACCTGTTGCTGTGGA-S' 

31. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant aux genes E7 des papillomavirus humains types 6 ou 11, 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

■ 

5'-AGACAGCTCAGAAGATGAGG-3' 
et/ou 5'-CAGCAACGT(T/C)CGACTGGTTG-3' 
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32. Procede selon la revendication precedente. caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5*-G ACCCTGTAGG GTTAC ATT-3' 
et/ou S'-TGACCTGTTGCTGTGGA-S 1 

33. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondent au gene E7 du papillomavirus humain type 16 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-TATATGTTAGATTTGCAACC-S' 
et/ou S-GACAACTGATCTCTAOS' 

34- Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-CTCTACG CTTCG GTTGTG C-3' 
et/ou S'-CCGGACAGAGCCCATTAC-S' 

35. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au gene E7 du papillomavirus humain type 18 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3 r 
et/ou S'-ATGTC ACG AG C AATT AAG CG-3' 

36. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5^GTATTGCATTTAGAGCCCCA-3' 
et/ou S'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-S' 



37. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au papillomavirus humain de type 18 et que la sonde de 
capture contient la sequence suivante : 

5 , -TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3 t 
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38. Precede selon la revendication precedent*, caracterise 

■ 

par le fait que la sonde de detection contdent la sequence suivante : 

S'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-S' 

39. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ATN 
correspondant au gene de la proteine majeure de la membrane exteme 
(MOMP) de Chlamydia trachomatis et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

BMSCCGCTrrGAGTTCTGCTTCC-S' 
et/ou 5'-CTTGCAAGCTCTGCCTGTGG~3' 

40. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-AATCCTGGCTG AACC AAG CCT-3' 
et/ou 5-AAGGTTTCGG CG G AG ATCCT-3' 

41. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADN, a la region gag du retrovirus HIV1 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-AATGTTA A A AG AG AC-3' 

42. Procede selon la revendication precedente. caracterise 

par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

< 

5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 

43. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADK, a la region gag du retrovirus HIV2 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-CTTACCAGCGGGGCAGC-S' 
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44. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 

45. Procede selon l'une quelconque des revendicatibns 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant , sous forme d'ADN, a la region env du retrovirus KIV1 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-TGTCTGGTATAGTGCA-3' 

46. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

• S-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-S' 

47. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADN, a la region env du retrovirus HIV2 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-GCAACAGCAACAGCTGrrGGA-S 1 

48. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5-GGTCAAGAGACAACAAGAA-3' 

49. Procede selon l T une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondent, sous forme d'ADN, a la region pol du retrovirus KTV1 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

S'-GACAATGGCAGCAATTTCACC-S 1 

50. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-GCCTGTTGGTGGGC-S* 
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51. Procede selon. l'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADK 
correspondant au gene de la region beta-glucuronidase de E. Coli. et 
que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5*-TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3' 
et/ou 5-ATGCGATCTATATCACGCTG-3' 

« 

52. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-3' 
et/ou 5 , -TTCCATGGGTTTCTCACAGA-3' 

53. Procede selon l ! une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADK 
correspondant au gene de la region beta-globine humaine et que- la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

ff-TG TTTACG C AGTCTG C C TAG -3 ' 
et/ou 5*-C AC ATATTG ACCAAATC AGG-3' 

54. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5 ? -GTATCATGCCTCTTTGCACC-3 , 
et/ou ^ 5'-TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC-3 , 

55. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant a 1 T oncogene ras et que la sonde de capture contient la 
sequence suivante : 

S'-CAGTGCCATGAGAGACCAAT-^ 
et/ou 5-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 



56. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S-TTCCTCTGTGTATTTGCCAT-^ 
et/ou 5-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3' 
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57. Procede selon l T une quelconque des rev endicat ions 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN de HPV 
type 18 et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

. 5*-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 



58. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence 
(alpha-nucleotidique) suivante : 

alpha oligonucleotide S'-ACCCCGAGATT 

59 * Procede selon l f une quelconque des rev endicat ions 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la 
region NEF du retrovirus HIV1, et que la sonde de capture contient la 
sequence : 

5-GAGGAGGTIGGTTTTCCAGTCA-3' 



60. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence : 

5*-GGATGGCCTICT1TAAGGGAAAGAATG~3' 

61. Procede selon l f une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la 
region VPR du retrovirus EIV1, et que la sonde de capture contient la 
sequence : 

5VTATGAAACTTATGGGGATAC-3' 

62. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence : 



5*-GAAGCTGTTAGACATTTTCCTAG-3 f 
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63. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la 
region POL du retrovirus RIV1, et que la sonde de capture contient la 
sequence : 

5'-TGAACAAGTAGATAAATTAG-3* 

64. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence- t 



5'-GGAATCAGIAAAGTACTATT-3' 
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ligne 32 - page 13, ligne 11; page 22, lignes 
23-37; page 35, ligne 1 - page 37, ligne 22 

W0,A,8607387 (AMGEN) 18 decembre 
1986, voir page 8, ligne 5 - page 9, ligne 9; 
page 14, lignes 22-25; page 21, lignes 7-21; page 
22, lignes 29-33; page 35, ligne 14 - page 36, 
ligne 22 

EP, A, 0202758 (IMPERIAL CHEMICAL 

INDUSTRIES) 26 novembre 1986, voir colonne 1, 

ligne 38 - colonne 4, ligne 15 



No. des revendications 
visits »« 



1,4-11, 
16-20 



1-3 



20 



° Categories special es de documents dtes; 11 

"A* document deftnissant fetat general de la technique, non 
considere comme parti culieran cot pertinent 

*E* document anterieur, mais public a la date de depot interna- 
tional ou apres cette date 

*L* document pouvant Jeter un doute sur une reveadicatJon de 
priorite ou dte pour determiner la date de puMcatipn jl 'une 
autre dution ou pour une raison spedale (telle qu'indiquee) 

'O* document s« referant d une divulgation orale, dun usage, a 
use exposition ou tous antres moyens 

*P* document public avant la date de depot International, mais 
posterieuremeat a la date de priorite revendtquee 

IV. CERTIFICATION 
Date a laqudie ia recherche intereationalea etc effectivement achevee 

24-09-1991 

Administration cbargee de la recherche internationale 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Yonmi*j* PCT/1SA/210 (demttae fcatlk) {Jtnrier 1945) 



*T* document ulterieur publie posterieuremeat a la date de depot 
international ou a la date de priorite et n'appartenenaat pas 
a Tetat de la technique pertinent, mais dt6 pour oomprcodre 
le prindpe ou la theorie constitnant la base de Moveation 

*XT document partkulleremeat pertinent; ^invention revendV- 
quee ne pent etre consideree comme nouveUe ou comme 
unpliquant une activite inventive 

"Y* document particalierement pertinent; ^invention reven- 
diquee ne pent etre consideree comme Impliquant une 
activite inventive lorsque le document est assode a un ou 
plusieurs antres documents de meme nature, cette combi- 
nalson etaat evideate pour une persoaae du metier, 
document qui fait partie de la meme famiile de brevets. 



Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

,14. ia 91 

Signature du fonctionnaire autorise 

fed 



M. PEIS 



Demande Internations .10 



Page 2 
PCT/FR 91/00468 



m. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 14 



(SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SURLA 
DEUXIEME FEUILLE) 



Categoric 



Identification des documents dtes, 16 avec indication, si 

des passages pertinents ^ 

hH,A,U2b^b4 (MULblULAK BlUSYSIfcHS, 

INC. ) 8 juin 1988, voir page 7, ligne 21 - page 
8, Hgne 33; page 11, Hgnes 25-42 

WO,A,9001069 (SEGEN DIAGNOSTICS, 

INC.) 8 fevrier 1990, voir page 35, ligne 10 - 

page 37, ligne 14 

W0,A,8804301 (C.N.R.S.) 16 juin 

1988, voir page 18, ligne 15 - page 19, ligne 4 

(cite dans la demande) 

Clinical Chemistry, vol, 31, no. 9, 1985, R. 
Polsky-Cynkin et al.: "Use of DNA immobilized on 
plastic and agarose supports to detect DNA by 
sandwich hybridization", pages 1438-1443, voir 
Vartlcle en entier; parti cul i ferement abr^ge; 
page 1439, colonne 1, ligne 55 - colonne 2, ligne 
14; figure 2r (cite dans la demande) 



No. des revendications 
visees 18 



p,x 



p,x 




EP,A,0405592 (SANYO CHEMICAL IND.) 2 
janvier 1991, voir colonne 10, ligne 50 - colonne 
11,. ligne 8; colonne 12, lignes 10-20; colonne 
13, ligne 40 - colonne 14, ligne 10; colonne 17, 
ligne 45 - colonne 18, ligne 5; colonne 20, 
lignes 15-37 

EP, A, 0420260 (F. HOFFMANN-LA ROCHE) 
3 avril 1991, voir page 4, lignes 7-12; page 5, 
lignes 15-36; page 6, lignes 25-50; page 13, 
ligne 30 - page 14, ligne 10 



1=3713" 



1,13,16 
-18 



12 



1,13-19 



14-19 



1-4 



1-4 



¥ocw**r* PCT/ISA/210 (Mile addfttMadk) fOctobre 1981) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. pR 9100468 

SA 48526 

La presente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cites dans ie rapport de 
recherche intemationale vise ri-dessus. , 

Lesdits membres sont contenus au fichier informatique de I'Office europeen des brevets a la date du 08/10/91 

Us renseignements fonrnis sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilite de I'Office europeen des brevets. 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Mentbre(s) de la 
famille de brevet(s) 


Date de 
puDHc&aon 


WO-A- 8801302 


25-02-88 


EP-A- 
JP-T- 


0276302 
1500461 


03-08-88 
16-02-89 


WQ-A- 8607387 

• 


18-12-86 


AU-B- 
AU-A- 
EP-A- 
JP-T- 


597896 
6124086 
0227795 
63500007 


14-06-90 

07- 01-87 

08- 07-87 
07-01-88 


EP-A- 0202758 

• 


- 26-11-86 


A0-B- 
AU-A- 
JP-A- 


601361 
5599886 
62000300 


13-09-90 • 

06-11-86 

06-01-87 


EP-A- 0269764 


08-06-88 


Aucun 






WO-A- 9001069 


08-02-90 


EP-A- 


0425563 


08-05-91 


WO-A- 8804301 


16-06-88 


FR-A- 
FR-A- 
EP-A- 
JP-T- 


2607507 
2612930 
0290583 
1502187 


03-06-88 
30-09-88 
17-11-88 
03-08-89 


EP-A- 0405592 


02-01-91 


JP-A- 
JP-A- 


3130097 
3130098 


03-06-91 
03-06-91 


EP-A- 0420260 


03-04-91 


AU-A- 


6329090 


11-04-91 
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ec 
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til 



Pour tout renseignement concernant cette annexe : voir Journal Officiel de I'Office europeen des brevets, No.12/82 



